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INTRODUCCIÓN 
 
La investigación y el conocimiento científico en plantas colombianas se han 
incrementado en los últimos años gracias a la gran biodiversidad vegetal con que 
se cuenta y a los efectos que actualmente se evidencian a través de estudios in 
vitro. Ageratina gracilis, de acuerdo con García (1975) es una especie que ha sido 
utilizada para el tratamiento de ciertas enfermedades, entre ellas el cáncer, y según 
Pedrozo (1981) es una especie que contiene flavonoides de interés biológico como 
la quercetina, que se destaca por su actividad antioxidante, y por ser efectiva en la 
prevención de enfermedades neurodegenerativas y el cáncer, sin embargo, esta 
especie no cuenta con reportes científicos relacionados con su actividad biológica 
o con sus beneficios terapéuticos. En el presente estudio se determinó la actividad 
antioxidante por el método DPPH para evidenciar la capacidad de disminución de 
radicales libres, lo que favorecería la prevención de la formación de especies 
reactivas de oxigeno (ROS) en cantidades perjudiciales, o la activación de 
mecanismos de reparación endógenos de daños celulares causado por las mismas. 
Por otra parte, mediante la técnica de MTT se determinó la actividad antiproliferativa 
sobre la línea celular MDA-MB-231 derivada de cáncer de seno. 
 
Teniendo en cuenta lo anterior, se plantea la pregunta de investigación: ¿Los 
extractos y fracciones de Ageratina gracilis poseen actividad antioxidante y/o 
producen efectos citotóxicos sobre la línea celular MDA-MB-231 de cáncer de seno? 
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1 OBJETIVOS 
1.1 Objetivo general 
 
Evaluar la actividad antioxidante de los extractos y fracciones de la especie 
Ageratina gracilis y el efecto citotóxico sobre la línea celular MDA-MB-231 de cáncer 
de seno. 
1.2 Objetivos específicos 
 
1.2.1 Determinar actividad antioxidante in vitro de extractos y fracciones de hojas e 
inflorescencias de Ageratina gracilis por el método DPPH. 
 
1.2.2 Determinar la actividad citotóxica de extractos y fracciones de hojas e  
Inflorescencias de Ageratina gracilis sobre línea celular MDA-MB-231 de cáncer de 
seno. 
 
2 MARCO TEÓRICO Y REFERENTE BIBLIOGRÁFICO 
 
2.1 Generalidades botánicas 
 
2.1.1 Familia Asteraceae 
 
Ageratina gracilis (Kunth) R.M.King & H.Rob (Eupatorium gracile) 
Ageratina gracilis también conocida como Eupatorium gracile es una planta de la 
familia Asteraceae, una de las familias más grandes a nivel botánico sólo aventajada 
en número de especies por la familia de las orquídeas; consiste en unos 1500 
géneros y cerca de 25000 especies con distribución cosmopolita, representada en 
las regiones templadas y subtropicales. En Cundinamarca están presentes unos 95 
géneros constituidos por cerca de 200 especies, la mayoría correspondientes a 
hierbas y arbustos, entre ellos el género Ageratina (Vargas 2002).  
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2.1.2 Clasificación taxonómica 
 
 Reino: Plantae 
 División: Magnoliophyta 
 Clase: Magnoliopsida 
 Orden: Asterales 
 Familia: Asteraceae 
 Género: Ageratina 
 Epíteto específico: gracilis 
 Especie: Ageratina gracilis 
 Sinónimo: Eupatorium gracile 
 
Los miembros de la familia eupatorium reciben los nombres comunes de Almoraduz, 
Salvio amargo, Pulisa, amarguero, chilco, jarilla y carrasposa (Perez, 1996) 
(Torrenegra et al. 1984), con sus basosinonimos de Eupatorium gracile y 
Eupatorium epilobioides (HBK 1970), de acuerdo con Garcia (1974), los extractos 
de las hojas de éstas especies poseen propiedades etnobotánicas como: tónico, 
emenagoga por su capacidad de estimular el flujo sanguineo en el área de la pelvis 
y el útero fomentando en algunos casos la menstruación, antifebril, diaforéticas 
(inductor de sudoración) siendo eficaz en la reducción de fiebres superficiales y en 
la eliminación de toxinas a través de la piel, a su vez los extractos de las raíces son 
comunmente usados como antisifilíticos por su actividad biocida frente a Treponema 
pallidum (Quattordio, 2004). 
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2.1.3 Antecedentes del género Ageratina 
Según estudio realizado por Zhang et al. (2013) para conocer la actividad 
antioxidante en Ageratina adenophora  utilizando la técnica DPPH se utilizaron los 
compuestos 2 (100,0 mg) y 4 (150,0 mg) metanólicos que mostraron ser activos 
contra el radical DPPH con concentración scavenger 50 de 212,2 y 150,2 µM 
respectivamente, aunque fueron mas débil que el control positivo resveratrol (42,1 
µM). 
Los diglicósidos diterpénicos aislados de Ageratina vacciniaefoli (Asteraceae) en 
estudio realizado por Téllez et al. (2004) fue promisorio en la línea celular CSC -
1595 derivada de cáncer de seno con viabilidad del 57 %, ya que mostró CC50 
mayores de 20 µg/ml esto permitió clasificarlos como moderadamente citotóxicos. 
Según estudio realizado por Romero et al. (2013) el extracto acuoso de las partes 
aéreas de Ageratina pichinchensis (Asteraceae) tiene capacidad para inducir el 
crecimiento excesivo de células normales de pulmón fetal humano (MRC-5) gracias 
a su compuesto mas activo 7-O-(β-D-glucopyranosyl)-galactin, adicionalmente 
Romero et al. (2011) aseguran que esta especie no tiene ningún efecto citotóxico 
en las líneas celulares KB (carcinoma nasofaríngeo), UISO (carcinoma de células 
escamosas del cuello uterino), OVCAR (carcinoma de ovario) y HCT-15 (carcinoma 
de colon), sin embargo si se promueve proliferación celular en la línea celular MRC-
5.   
2.2 Antioxidantes  
 
Existen diversos significados de lo que es la capacidad antioxidante, pero el 
consenso de varias explicaciones, establece que los antioxidantes son sustancias 
o metabolitos secundarios que a bajas concentraciones retardan o previenen el 
deterioro, daño o destrucción causado por una oxidación lipídica en las células 
gracias a un radical libre proveniente de reacciones de óxido-reducción propios de 
un organismo o agente externo (Venereo, 2002). Entre los antioxidantes de origen 
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natural se encuentran la quercetina, el α-tocoferol y el β-caroteno entre otros, que 
tienen una actividad similar comparable parcialmente con antioxidantes de origen 
sintético comunes como el ácido ascórbico o el ácido 6-hidroxy-2,5,7,8-
tetrametilchromano-2-carboxílico – Trolox-. Además se caracterizan por su baja 
toxicidad y efectos a nivel antimutagénico, diurético, antiespasmódico y 
antiinflamatorio (López, 2002). 
2.2.1 Radicales libres 
 
Un radical libre se define como una especie química que en su estructura tiene uno 
o más electrones no pareados, es altamente reactivo y puede formar otros radicales 
libres por la generación de reacciones químicas en cadena, son inestables por esto 
tienen tiempos de vida cortos al reaccionar rápidamente con otros compuestos 
químicos, generando daños a nivel celular y por ende estrés oxidativo (Venereo, 
2002). 
Dicho estrés, se manifiesta en sistemas biológicos después de una prolongada 
exposición a oxidantes o por la disminución de la capacidad antioxidante en el 
organismo y está frecuentemente asociado con la generación de radicales libres 
como las especies reactivas del oxígeno (ROS), estas afectan directamente las 
proteínas, los carbohidratos, los lípidos y las moléculas de ADN del organismo al 
reaccionar con los enlaces fosfodiester de la cadena de poli-nucleótidos. A nivel 
biológico, si no se combate de un modo efectivo, causa enfermedades con alta tasa 
de mortalidad como el cáncer, también puede presentarse ateroesclerosis, 
patologías cardiacas y cerebrales acelerando el envejecimiento a nivel celular o 
acortando el ciclo de vida celular, por otra parte, se conoce que estos radicales son 
capaces de interferir en el sistema de regulación mitótica celular, generando 
desbalances que conllevan a patologías como el cáncer (Kohen et al. 2002). Todas 
estas acciones pueden ser bloqueadas por sustancias antioxidantes que se oponen 
a la oxidación celular protegiendo el sistema biológico (Zaro, 2014). 
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2.3 El cáncer de seno 
 
Según el INC el cáncer de mama es la proliferación anormal y desordenada de 
células mamarias malignas que conlleva al crecimiento descontrolado de un tumor 
dentro de la mama y este a su vez puede invadir otros órganos o tejidos, proceso 
denominado metástasis. Es común que se presente en mujeres, sin embargo, 
hombres también están predispuestos a padecer esta patología pero con baja 
incidencia (MINSALUD, 2014). 
El cáncer de seno se encuentra clasificado entre los tipos de cáncer que tienen más 
probabilidades de producir hormonas que elevan los niveles de calcio en sangre, 
causando hipercalcemia lo que lleva a una afectación ósea generando fracturas 
patológicas, depresión, dolores musculares e inclusive afectaciones hepáticas y 
renales por el exceso de calcio presente en el torrente sanguineo (Aznar, 2001). 
 
Existen ciertos factores que aumentan el riesgo de padecer esta neoplasia maligna 
como lo son: Antecedentes familiares: hay grandes probabilidades cuando esta 
patología la padecen madre, hermana, hija o tía, las investigaciones realizadas han 
demostrado que tienen un riesgo dos o tres veces superior del resto de la población 
(Sánchez et al. 2011).  Edad: cuando la mujer envejece hay mayores probabilidades 
de padecer cáncer, la mayoría de los casos diagnosticados se presenta en mujeres 
mayores de 60 años, hay menores probabilidades en desarrollo de este tipo de 
tumores en adolescentes y en edades entre los 20 y 40.   Dieta y estilo de vida: el 
consumo de nicotina, alcohol, la ingesta de alimentos con alto contenido de grasas 
saturadas, el índice de masa corporal elevada y el sedentarismo son factores que 
pueden desarrollar cáncer de seno. Radioterapia al pecho: haber recibido 
radioterapia al pecho (incluyendo los senos) antes de los 30 años de edad produce 
un alto riesgo de padecer cáncer de seno.  Antecedentes relacionados con la 
menstruación y la reproducción: la edad tardía al primer embarazo o mujeres que 
nunca tuvieron hijos tienen mayores probabilidades de padecer cáncer de seno y 
niñas que tienen su primera menstruación antes de los 12 años están expuestas a 
un riesgo mayor de sufrir esta patología al igual que el periodo de la menopausia 
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después de los 55. Presencia de estrógeno (estradiol sérico) ya que estimula el 
crecimiento de las células mamarias, lo cual aumenta la posibilidad de que se 
reproduzcan errores genéticos y en consecuencia la aparición del cáncer (Robles 
et al. 2001). 
2.3.1 Epidemiologia del cáncer de seno     
 
Las enfermedades no transmisibles (ENT) como el cáncer, la diabetes, 
enfermedades cardiovasculares y pulmonares crónicas, constituyen unas de las 
principales causas de mortalidad en todo el mundo (Organización Mundial de la 
Salud –OMS-, 2010). 
El Instituto Nacional de Cancerología (INC) en Colombia, en el período 2007-2011 
evidenció que el cáncer de mama en las mujeres tuvo una incidencia estimada anual 
de 7627 casos y 2226 muertes por año (Pardo & Cendales, 2015), de esta manera, 
ésta patología se presenta como un problema de salud pública que tiene un 
incremento significativo y se prevé que la morbilidad por cáncer pasará de 14 
millones en 2012 a 22 millones en 20 años (International Agency for Research on 
Cancer [IARC], 2014).  La etiología puede variar entre agentes externos o factores 
genéticos.  
3 METODOLOGÍA 
 
La presente investigación se llevó a cabo en los laboratorios de investigación en 
productos naturales y de biología celular de la Universidad de Ciencias Aplicadas y 
Ambientales U.D.C.A., donde fueron realizados estudios fitoquímicos en la especie 
A. gracilis, de la cual un ejemplar fue llevado al Herbario Nacional Colombiano (No. 
COL 572755), se evaluó la actividad antioxidante in vitro por el método DPPH y la 
actividad citotóxica en la línea celular MDA-MB231 derivada de cáncer de seno por 
el método MTT.  
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3.1 Recolección y clasificación del material vegetal de la especie Ageratina 
gracilis. 
 
La especie vegetal en estudio fue recolectada en el páramo de Guasca, 
Cundinamarca a 2800 m.s.n.m., este material fue enviado al Herbario Nacional de 
la Universidad Nacional de Colombia para su identificación y clasificación botánica, 
se hizo recolección de la parte aérea que posteriormente fue separada en hojas e 
inflorescencias para su posterior extracción. 
3.2 Obtención de extractos y fracciones polares y apolares de hojas e 
inflorescencias de Ageratina gracilis por extracción sólido-líquido en soxhlet.  
 
El material vegetal fue secado a temperatura ambiente, luego se procedió a triturar 
independientemente las hojas (68,53 g) y las inflorescencias (203,78 g) para una 
extracción sólido-líquido mediante soxhlet, usando Etanol (EtOH: 99%) - extracto 
polar-, seguido de éter de petróleo (EP: 99%) obteniendo el extracto apolar, por un 
lapso de 72 horas cada uno, después de esto se realizó la concentración de los 
extractos mediante rotaevaporación donde se extrajo el solvente usado para luego 
someter el extracto a campana de vacío, separando así el solvente remanente del 
extracto mediante sequedad del mismo. Se obtuvieron 44,8 g de extracto etanólico 
inflorescencias; 10,27 g de extracto etéreo inflorescencias; 15,99 g de extracto 
etanólico hojas y 7,2 g de extracto etéreo hojas.  
 
Para la obtención de las fracciones etanólicas de inflorescencias se utilizaron 40 g 
de extracto total etanólico usando la técnica de fraccionamiento sólido-líquido por 
soxhlet para obtener la fracción clorofórmica (CHCl3) (6.92 g), la fracción Acetato de 
etilo (AcEtOH) (4,63 g) y la fracción etanólica (EtOH) (18,49 g). Por otra parte, para 
obtención de fracciones etéreas se utilizaron 6 g de extracto total etéreo para lograr 
una fracción en CHCl3 (7,47 g) una fracción de AcEtOH (0,4 g) y la última fracción 
etanólica (0,33 g). 
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Para la obtención de fracciones etanólicas de hojas se utilizaron 10 g de extracto 
total etanólico, siguiendo la misma técnica usada para las inflorescencias, 
obteniendo fracciones CHCl3 (2,02 g), AcOEt (2,78 g) y EtOH (3,89 g). Además, 
para obtención de fracciones etéreas se utilizaron 5,5 g de extracto total etéreo para 
lograr las tres diferentes fracciones: CHCl3 (5,29 g), AcOEt (0,06 g) y EtOH (0,02 g). 
3.3 Determinación de la actividad antioxidante de Ageratina gracilis por medio 
del método DPPH. 
 
El ensayo de decoloración del catión radical y oxidante 2,2-difenil-1-picril-hidracilo 
(DPPH) pretende identificar la capacidad captadora de radicales libres de 
sustancias antioxidantes que donan un átomo de hidrogeno para que sea reducido, 
está reacción se puede observar ya que el radical en su estado oxidado es de color 
violeta y al reducirse vira hacia amarillo pálido, evidenciado en un delta de 
absorbancia determinado espectrofotométricamente a longitudes entre los 515 y 
520 nm (Molyneux, 2004).  
 
Inicialmente se realizó una solución de DPPH con 1 ml de metanol, calculando la 
cantidad exacta del radical hasta obtener una absorbancia de 0,91 a una longitud 
de onda de 517 nm en espectrofotómetro UV-VIS JENWAY 6405, esto con el fin de 
obtener el porcentaje de captación del radical libre, posteriormente se realizaron 
diluciones de extractos y fracciones con metanol a concentraciones de 2000, 1000, 
500, 250 y 100 ppm.   
 
El ensayo se llevó a cabo mezclando 0,2 ml de los extractos preparados de 2000 
ppm con 1 ml de la solución DPPH, se llevaron al espectrofotómetro donde se 
determinaron los valores de absorbancia a tiempo cero y después de 10 minutos 
hasta calibrar la curva. Posteriormente se realizó el mismo procedimiento para las 
diferentes concentraciones y para los extractos patrón (2000 ppm) con un tiempo 
de incubación de 30 minutos, se monitoreó el valor inicial, medio y final hasta que 
se mantuvo estable la absorbancia.  
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Por último, se calculó el porcentaje de inhibición del antioxidante mediante la 
siguiente ecuación:  
 
Ecuación 1. 
%𝐴𝐴 = [(
𝐴.𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙−𝐴.𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙
𝐴.𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
)] ∗ 100   
 
%AA: Porcentaje de actividad antioxidante 
A. inicial: Absorbancia en tiempo cero 
A. final: Absorbancia pasados 30 minutos  
 
Las mediciones se calcularon con la media de 3 determinaciones y la desviación 
estándar (DE) de cada grupo de datos. Las series de datos se modelaron de forma 
lineal o polinomial acorde a su coeficiente de correlación para determinar los IC50, 
se probaron todos los supuestos de la estadística paramétrica mediante pruebas de 
hipótesis de Levene, test de Shapiro-wilk y Kolmogorov-Smirnov para luego ser 
sometidos a análisis de varianza (ANOVA). Las medias entre tratamientos se 
compararon mediante test de diferencias mínimas significativas HSD de tukey y test 
de Sheffé, usando el software IBM-SPSS statistics 21.   
 
3.4 Determinación de viabilidad celular por la técnica MTT 
Las células viables fueron cuantificadas mediante la técnica MTT, que esta basada 
en la reacción de reducción de la molécula de bromuro 3(4-5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazol (MTT) a cristales de formazan, gracias a la interacción con la enzima 
succinato deshidrogenasa que se encuentra en la membrana interna mitocondrial, 
evidenciando espectrofotométricamente el delta de la intensidad del color violeta 
correlacionado con la viabilidad celular (Escobar, 2010). Para hallar el porcentaje 
de viabilidad celular se tuvo en cuenta la siguiente ecuación:  
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Ecuación 2. 
% 𝑉𝐼𝐴𝐵𝐼𝐿𝐼𝐷𝐴𝐷 = [(
𝐷𝑂 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠
𝐷𝑂 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
)] ∗ 100 
 
 
DO: Densidad óptica  
Para el ensayo se utilizaron cajas de 96 pozos donde se sembraron  
aproximadamente 8000 células por pozo de la línea celular derivada de cáncer de 
seno MDA-MB-231 adquiridas en la Universidad Nacional de Colombia y 
mantenidas a temperatura de 2-8 °C con medio DMEM, éstas fueron re-suspendidas 
en medio RPMI 1640 (Lonza) suplementado con 10 % de suero fetal bovino 
(Biowest), 1 % de penicilina/estreptomicina y 1 % de L-Glutamina. Las células se 
incubarón a 37 ºC y 5 % de CO2 por 24 horas, tiempo para la formación de la 
monocapa celular. 
Posteriormente, se hizo el tratamiento con las diluciones de extractos y fracciones 
por triplicado con concentraciones entre 10-200 μg/ml. El control positivo empleado 
fue Sulfato de vincristina (Cayman Chemical) a una concentración de 0,02 μg/ml y 
el control negativo células sin tratamiento con DMSO al 0,5 %. Las placas se 
incubaron por 48 horas, tiempo en el cual se retiró el medio y fue reemplazado por 
100 μL de MTT (0,05 mg/ml) diluido en medio RPMI 1640 (sin rojo fenol). Las placas 
se llevaron a incubadora por 4 horas (37 ºC; 5 % CO2) para permitir la formación de 
cristales de formazan, pasado este tiempo se descartó el sobrenadante y se 
adicionó en cada pozo 100 μL de DMSO para disolver los cristales producidos. Se 
hizo lectura de la absorbancia en el lector de placas Bio-Rad modelo 680 a una 
longitud de onda de 570 nm.  
3.5 Análisis estadísticos 
 
Se realizó una estadística descriptiva donde se presentan los valores de la media y 
la desviación estándar (DE) y una estadística inferencial donde se analizó el 
cumplimiento de supuestos de normalidad (Kolmogorov-Smirnov y Shapiro Wilk), 
homogeneidad de varianza (Test de Levene y gráfica de residuales) e 
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independencia de variables que consiste en variables estadísticamente 
independientes cuando el comportamiento estadístico de una de ellas no se ve 
afectado por los valores que toma la otra. Posteriormente los datos fueron 
sometidos a análisis de varianza (ANOVA) donde se buscó comparar y ver las 
diferencias entre los factores con arreglo factorial, valores de P<0.05 fueron 
considerados como significativos. Se tuvo en cuenta la significancia de las 
diferencias puesto que esta tiene en cuenta las 2 variables a usar (polaridad y parte 
de la planta), seguido de la prueba post. Hoc (a posteríori) que indicó cual fue el 
mejor y peor extracto, mediante las pruebas de comparación (HSD Tukey y Scheffé) 
y con la prueba de gráfica de medias se determinó comportamiento de las 
polaridades, extractos, fracciones y controles positivos.  
4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
La actividad captadora de radicales libres de los extractos y fracciones fue medida 
utilizando la técnica DPPH, que es un radical libre de coloración violeta en solución 
metanolica utilizado como sustrato para evaluar actividad antioxidante a una 
longitud de onda de 517 nm. Este radical se estabiliza en presencia de 
antioxidantes, se presenta una decoloración que resulta proporcional al número de 
electrones donados, de manera que la interacción de los extractos que tienen 
propiedades antioxidantes con el DPPH depende de la concentración de 
compuestos activos.   
La fracción F4(EtOH)HP demostró tener una actividad antioxidante con IC50 de  1,55 
mg/l, comparado con los estándar de referencia trolox (IC50 0,06) y quercetina (IC50 
0,99).  
4.1 Determinación de la actividad antioxidante por el método DPPH. 
 
Se estableció la actividad de los extractos y fracciones para estabilizar el radical 
DPPH evidenciado en el cambio de coloración y comparando con estándares 
químicos trolox y quercetina.  
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Todos los porcentajes de inhibición de cada uno de los extractos y fracciones fueron 
sometidos a regresión lineal para determinar la concentración que inhibe la acción 
del radical DPPH en un 50 % (IC50). En la Tabla 1 se relacionan las ecuaciones que 
se tuvieron en cuenta para realizar los cálculos y hallar IC50. 
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Figura  1. Actividad antioxidante de extractos y fracciones de Ageratina gracilis. Se analizaron 
extractos y fracciones con IC50 bajos, entre estos la fracción etanólica de hojas polar con la menor 
concentración (1,55) que inhibe el 50 % del radical DPPH a diferencia de la fracción de acetato de 
etilo de inflorescencias polar que requiere una concentración superior (2,54) para lograr la misma 
acción. Según prueba estadística ANOVA se evidencia que el P<0,05 es decir hay diferencias 
significativas en todos los extractos y fracciones. *Diferencias significativas al 95% de actividad 
antioxidante. 
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Tabla 1. Ecuación de la recta y coeficiente de correlación de controles positivos y de actividad 
antioxidante de extractos y fracciones de hojas e inflorescencias de Ageratina gracilis. 
Extracto o fracción Ecuación de la recta Coeficiente de correlación 
EHP y = -3E-05x2 + 0,0957x + 24,706 0,9932 
F3(AcOEt)HP y = 3E-08x3 - 0,0001x2 + 0,1374x + 30,519 0,9103 
F4(EtOH)HP y = 7E-08x³ - 0,0002x² + 0,2062x + 42,994 0,8841 
F2(AcoEt)IP y = -3E-05x2 + 0,1077x + 16,028 0,9894 
F3(EtOH)IP y = 8E-08x3 - 0,0003x2 + 0,266x + 17,724 0,995 
Trolox y = 0,0113x³ - 0,7416x² + 12,686x + 36,472 0,9359 
Quercetina y = 4,4645x + 6,81 0,9884 
  
Tabla 2. Capacidad antioxidante de controles positivos, extractos y fracciones de hojas e 
inflorescencias de A. gracilis IC50 mg/l 
Extracto o fracción IC50 (LOG10) ± DE (mg/l) 
Quercetina 0,99 ± 0,050 
Trolox 0,06 ± 0,003 
EHP 2,46 ± 0,120 
F3(AcOEt)HP 2,20 ± 0,110 
F4(EtOH)HP 1,55 ± 0,080 
F2(AcoEt)IP 2,54 ± 0,130 
F3(EtOH)IP 2,16 ± 0,110 
 
Para Ageratina gracilis la mejor respuesta antioxidante en comparación a los 
controles positivos (Quercetina y trolox) se obtuvo en la fracción etanólica de hojas 
polar (F4(EtOH)HP) reportando un IC50 de 1,55 mg/l en comparación con quercetina 
0,99 y Trolox 0,06 mg/l, esto comprueba la capacidad del compuesto para estabilizar 
y eliminar radicales libres como el DPPH y especies reactivas de oxígeno a nivel in 
vitro, adicionalmente la fracción acetato de etilo de inflorescencias polar se 
encuentra con el mayor IC50 evidenciando su baja capacidad antioxidante (Figura 
1), los valores IC50 de EHP, F3(AcoEt)HP, F2(AcoET)IP y F3(EtOH)IP fueron 2,46, 
2,20, 2,54 y 2,16 mg/l respectivamente (Tabla 2), evidenciando baja actividad 
antioxidante y comprobando que se requiere una mayor concentración del extracto 
o fracción para inhibir el 50 % del radical (DPPH). 
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De la especie Ageratina gracilis se han extraído diferentes flavonoides como 
patuletina, quercetagetina y quercetina de las flores en la fracción EtOH por medio 
de cromatografía en columna de sephadex usando solvente H2O-EtOH (Torrenegra 
et al. 1984). Por otro lado, en las hojas de Eupatorium Littorale (Asteraceae) se 
reporta contenido de flavonoides, Eupafolina e Hispidulina usando HPLC en 
concentraciones de 0,29 % y 0,21 % respectivamente y por la técnica CCD se 
encontró presencia de quercetina y rutina (De Oliveira et al. 2001). 
Por otra parte, el presente estudio muestra que extractos y fracciones de 
inflorescencias no tiene variaciones marcadas entre las diferentes polaridades, 
contrario a la alteración que se presenta en hojas (Figura 2). Aun así, se evidenció 
que existe una diferencia estadística importante entre la polaridad y el órgano 
vegetal (ANOVA p<0,05 α=0,05), esto se puede deber a que la planta sintetiza 
compuestos antioxidantes como los flavonoides mediante un metabolismo 
secundario en respuesta a radicales de oxígeno y de nitrógeno remanentes de la 
fotosíntesis o a diferentes tipos de estrés, ya sea hídrico, lumínico, de ataque de 
fitófagos u otros, y todos estos procesos se llevan a cabo en los órganos foliares 
que pocas veces tienen migraciones a inflorescencias o a cuerpos frutales. Esta 
teoría podría ser validada mediante este estudio para Ageratina gracilis puesto que 
al observar los resultados (Figura 2) de los extractos foliares hay una marcada y 
mejor respuesta de inhibición por parte de estas y específicamente por las de 
naturaleza polar, lo que puede ser correlacionado con moléculas hidrofílicas como 
los flavonoides reportadas por otros estudios en este género como principales 
responsables de la inhibición de radicales libres. 
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Figura  2. Gráfica de medias representando el comportamiento de las diferencias entre parte de la 
planta y la polaridad frente a los controles químicos. 
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En la Figura 3 se evidencia que la fracción etanólica de hojas polar (F4(EtOH)HP) 
tiene capacidad de eliminar radicales libres ya que a una concentración de 16 mg/l 
alcanza un 57% de actividad antioxidante comparado con los patrones Trolox y 
Quercetina.    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura  3.  Porcentaje de actividad antioxidante de extractos y fracciones de hojas e inflorescencias 
de Ageratina gracilis. 
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4.2 Determinación de la actividad citotóxica de los extractos y fracciones de 
Ageratina gracilis en línea celular MDA-MB231 derivada de cáncer de seno 
usando la tecnica MTT 
 
Este ensayo se realizó para determinar la actividad citotóxica de extractos y 
fracciones de Ageratina gracilis usando la técnica MTT frente a la línea celular MDA-
MB231, en el cual se emplearon diferentes concentraciones de tratamiento 10, 25, 
50, 100 y 200 μg/ml.  
 
En la Figura 4 se evidencia la viabilidad celular de los extractos y fracciones a 
concentraciones de 10, 25, 50, 100 y 200 µg/ml, que se consideraron activos por 
presentar % de viabilidad igual o inferior a un 50 %. La citotoxicidad se expresa en 
porcentaje de viabilidad de la línea celular MDA-MB231 con tratamiento 
comparando con control negativo células sin tratamiento con DMSO al 0,5 %. 
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Figura  4. Porcentaje de viabilidad celular frente a tratamiento con extractos y fracciones de Ageratina 
gracilis sobre la línea celular de cáncer de seno MDA-MB231 a concentraciones 10, 25, 50, 100 y 200 
µg/ml, determinación por la técnica in vitro MTT, se analizaron únicamente los 5 mejores extractos y 
fracciones por presentar % de viabilidad igual o inferior a un 50 % encontrando el extracto más activo 
EIP con un porcentaje de viabilidad de 49,16 % a una concentración de 50 µg/ml. 
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Todos los datos de viabilidad celular de extractos y fracciones comparados con las 
concentraciones fueron sometidos a regresión lineal para determinar la 
concentración efectiva media (EC50), teniendo en cuenta las ecuaciones de la recta 
y el coeficiente de correlación (Tabla 3). 
 
El extracto total de inflorescencias polar (EIP) tiene un EC50 de 58,97 µg/ml que 
demuestra ser la menor actividad citotóxica, mientras que la fracción clorofórmica 
de hojas apolar (F1(CHCl3)HA) posee la mejor respuesta con un valor EC50 de 7,75 
μg/ml, comparado con EC50 0,02 μg/ml del estándar de referencia Vincristina que 
tiene un efecto citotóxico superior a todas las sustancias analizadas previamente 
(Figura 5). Las concentraciones de EHA, EIA y F1(CHCl3)HP corresponden a 17,13, 
22,99 y 22,49 μg/ml respectivamente mostrando baja capacidad citotóxica (Tabla 
4). 
 
Tabla 3. Ecuación de la recta y coeficiente de correlación de la actividad citotóxica de extractos y 
fracciones de hojas e inflorescencias de Ageratina gracilis. 
Extracto o fracción Ecuación de la recta Coeficiente de correlación 
EHA y = 0,0041x2 - 1,1203x + 67,99 0,8441 
EIP y = -0,3822x + 72,539 0,8488 
EIA y = -0,3151x + 57,245 0,6134 
F1(CHCl3)HA y = 0,0035x2 - 0,9532x + 57,185 0,8210 
F1(CHCl3)HP y = 0,0044x2 - 1,2117x + 75,035 0,8589 
 
Tabla 4. Concentración efectiva 50 (EC50) con ± desviación estándar de los extractos y fracciones 
frente a células MDA-MB231 con 48 horas de tratamiento. 
Extracto o fracción Valor EC50 ± DE µg/ml 
EIP 58,97 ± 2,95 
EIA 22,99 ± 1,15 
EHA 17,13 ± 0,86 
F1(CHCl3)HA 7,75 ± 0,39 
F1(CHCl3)HP 22,49 ± 1,12 
Vincristina 0,02 ±0,005 
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Figura  5. Actividad citotóxica de extractos y fracciones de Ageratina gracilis comparado con 
estándar de referencia Vincristina. Según prueba estadística ANOVA se evidencia que el P<0,05 
es decir hay diferencias significativas en cuanto a hojas e inflorescencias y sus polaridades. 
 
Eupatorium cannabinum según estudio de Riveiro et al. (2014) posee actividad 
citotóxica en extracto etanólico frente a la línea celular HT29 derivada de cáncer de 
colón comprobado mediante ensayo de resazurina. Los IC50 46,75, 44,65 y 13,38 
µg/ml, fueron identificados para 24, 48 y 96 horas de exposición a las células 
respectivamente. Adicionalmente, esta especie en otras investigaciones se ha 
caracterizado por contener sesquiterpenos, alcaloides de pirrolizidina y compuestos 
fenólicos que probablemente son los responsables de los efectos antiproliferativos 
en varias líneas celulares.  
 
Usando la técnica MTT se analizó la actividad citotóxica de las hojas de Eupatorium 
odoratum en la línea celular de cáncer de seno MCF-7 mostrando efectos citotóxicos 
potentes en los extractos de acetato de etilo y acetona evidenciando IC50 de 65,72 
y 133,9 µg/ml respectivamente (Harun et al. 2012). 
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Figura  6. Gráfica de medias representando diferencias entre partes de la planta, control positivo vs 
polaridades de la actividad citotóxica. 
 
En gráfica de medias (Figura 6) se representa la diferencia existente entre parte de 
la planta, estándar de referencia y polaridades, en las hojas se evidencia una 
inhibición por parte de las fracciones apolares afectando la potencialización de la 
respuesta, en tanto que el extracto que mejor respuesta citotóxica representa es la 
fracción clorofórmica de hojas apolar, los 2 extractos de las inflorescencias se 
comportan muy similar reflejando menor actividad citotóxica frente a la línea celular 
MDA-MB231. 
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5 CONCLUSIONES 
 
5.1 La fracción polar F4(EtOH)HP de Ageratina gracilis mostro la mayor actividad 
antioxidante con IC50 de 1,55 mg/l. 
5.2 La fracción apolar F1(CHCl3)HA de Ageratina gracilis mostro la mayor actividad 
citotóxica frente a la línea celular MDA-MB231 con EC50 de 7,75 µg/ml. 
5.3 Los extractos polares de A. gracilis presentan una mayor actividad antioxidante. 
5.4 Los extractos apolares de hojas e inflorescencias de A. gracilis presentan una 
mejor actividad citotóxica frente a la línea celular MDA-MB-231, según orden de 
resultados de EC50 de EHA (17,13 ± 0,86) y EIA (22,99 ± 1,15), comparando con los 
extractos y fracciones polares F1(CHCl3)HP (22,49 ± 1,12) y EIP (58,97 ± 2,95). 
 
6  RECOMENDACIONES 
 
 Hacer fraccionamiento con una mayor cantidad de solventes y realizar una 
caracterización de los compuestos obtenidos. 
 Analizar los mejores extractos y fracciones para estudiar el efecto en células 
normales provenientes de tejidos sanos. 
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8 ANEXOS 
8.1 Prueba estadística inferencial paramétrica para análisis de actividad 
antioxidante (IC50) 
8.1.1 Prueba de homogeneidad de varianzas 
 
Tabla 5. Prueba de homogeneidad de varianza, test de Levenne de la actividad antioxidante de los 
extractos y fracciones de A. gracilis. Se acepta la hipótesis nula puesto que el valor de p>0,05 que 
demuestra que hay homogeneidad de varianza ya que cumple con por lo menos 2 de los 3 
supuestos de la estadística paramétrica. 
 
Contraste de Levene sobre la igualdad de las varianzas errora 
Variable dependiente: LG10 
F gl1 gl2 Sig. 
,000 10 22 1,000 
Contrasta la hipótesis nula de que la varianza error de la variable dependiente es 
igual a lo largo de todos los grupos. 
a. Diseño: Intersección + Parte + Polaridad + Parte * Polaridad 
 
Tabla 6. Prueba de ANOVA para la actividad antioxidante de hojas e inflorescencias de A. gracilis, 
se evidencia que el P<0,05 se rechaza la hipótesis nula ya que al menos uno de los tratamientos 
es diferente en la respuesta. 
Pruebas de los efectos inter-sujetos 
Variable dependiente: LG10 
Origen Suma de cuadrados tipo III gl Media cuadrática F Sig. 
Modelo corregido 44,913a 10 4,491 9507,010 ,000 
Intersección 138,552 1 138,552 293284,963 ,000 
Parte 1,301 2 ,651 1377,224 ,000 
Polaridad 12,500 4 3,125 6614,901 ,000 
Parte * Polaridad 5,820 3 1,940 4106,732 ,000 
Error ,010 22 ,000   
Total 228,788 33    
Total corregida 44,923 32    
 
R cuadrado = 1,000 (R cuadrado corregida = 1,000) 
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8.2 Prueba estadística inferencial paramétrica para análisis de actividad 
citotóxica (EC50) 
8.2.1 Prueba de homogeneidad de varianzas 
 
Tabla 7. Prueba de homogeneidad de varianza, test de Levenne de la actividad citotóxica de los 
extractos y fracciones de A. gracilis. Se acepta la hipótesis nula puesto que el valor de p>0,05 que 
demuestra que hay homogeneidad de varianza ya que cumple con por lo menos 2 de los 3 
supuestos de la estadística paramétrica. 
Contraste de Levene sobre la igualdad de las varianzas errora 
Variable dependiente: LOG10 
F gl1 gl2 Sig. 
,000 6 14 1,000 
Contrasta la hipótesis nula de que la varianza error de la variable dependiente es 
igual a lo largo de todos los grupos. 
a. Diseño: Intersección + Parte + Polaridad + Parte * Polaridad 
 
Tabla 8. Prueba de ANOVA para la actividad citotóxica de hojas e inflorescencias de A. gracilis, se 
evidencia que el P>0,05 se acepta la hipótesis nula ya que no existen diferencias significativas. 
Pruebas de los efectos inter-sujetos 
Variable dependiente: LOG10 
Origen Suma de cuadrados tipo III gl Media cuadrática F Sig. 
Modelo corregido 3,412a 6 ,569 1196,833 ,000 
Intersección ,455 1 ,455 956,607 ,000 
Parte 3,281E-007 1 3,281E-007 ,001 ,979 
Polaridad ,112 3 ,037 78,688 ,000 
Parte * Polaridad ,011 1 ,011 22,273 ,000 
Error ,007 14 ,000   
Total 3,455 21    
Total corregida 3,419 20    
a. R cuadrado = ,998 (R cuadrado corregida = ,997)     
 
